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1 ÁLTALÁKOS BEVEZETED

A molekuláris Biológia az utóbbi években érte el azt 

a szintet, hogy a növények genetikai manipulációja terén 

megszülethettek az első, még csak alapkutatási szempontból 

érdekes eredmények. Ezt a fejlődést jelentős részben az 

Agrobacterium tumefaciens által okozott növényi tumorokról 

szerzett ismeretek tették lehetővé. Az agrobakterium saját 

génjeit képes beültetni a növényi genomba, és ezek - műkö

dése vezet a tumor kialakulásához. A tumorfejlődés geneti

kai-fiziológiai hátterének, az agrobaktérium onkogének 

hatásmechanizmusának felderitése részben az agrobaktériumok- 

ról, részben a növényi test szerveződéséről, a növényi sej

tek differenciálódásáról nyújthat alapvető információkat. 

Kiderült, hogy az agrоbaktériumok génátviteli rendszere 

felhasználható arra, hogy tetszőleges géneket és DES szek

venciákat juttassanak be növényekbe. A növényi sejt totipo- 

tens, de az eltérő funkciójú növényi szövetek sejtjeiben a 

genomíiakmás-más, meghatározott része aktiv. A szövet-, fej

lődés- és ing er specifikus génexpresszióért a DlTS-en megha

tározott szabályozó bázisszekvenciák felelősek. Kár most, 

amikor a növényekbe génbevitelre még a Ti-plazmidok a leg

alkalmasabbak, tág perspektívák nyitnak a növények irányí

tott genetikai átalakítása terén. Elérhető lesz, hogy a 

tetszőleges gén - amit a növényekbe beültetnek - meghatá

rozott szövetben, meghatározott fejlődési állapotban, vagy 

meghatározott hatásra aktiválódjon. A növények saját génje

inek átprogramozása felé is ezen az utón kell haladni.
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2 CLLXITU Z1S

A növényi sejtgenetika vizsgálati alanya a növényi 

sejt, amely totipotens, genetikailag egyenértékű a teljes 

növénnyel. Az agrobaktérium képes az izolált növényi sej

teket is transzformálni, vagyis a génjeit a genomba bejut

tatni. Az egysejtes rendszer előnye, hogy nagyszámú növé

nyi sejt tenyészthető együtt az agrobaktériumokkal kontrol

lált körülmények között és nagyszámú független transzfor

máit sejt keletkezik egyidejűleg, tehát tanulmányozhatók 

az egyedi transzformációs események.

A célunk az volt, hogy létrehozzunk egy jól jellemzett 

egysejtes transzformációs rendszert a Nicotiana olumbagini- 

folia növényfajban, amely egyike a molekuláris biológia 

modell vizsgálati alanyainak.
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3 IRODALMI ÁTTEKINTÉS

Az Agrobacterium tumefaciens egy szaprofita talajbak- 

térium. Lgyes törzsei azonban a gyökérnyakgolyva kórokozói 

/Smith és Townsend, 1907/. A baktérium sebzési helyeken 

támad és nyitvatermő, valamint kétszikű növényeken okoz da

ganatot /1. ábra/, vagy teratómát /De Cleene és Deley, 1976/.

1. Ábra: Agrobacterium tumefaciens /LBA 4013 és A281 

törzsek/ által okozott tumorok Ilicotiana 

plumbaginifolia növényen

A kórokozó törzsek virulenciájáért extrakromoszómális elem, 

az un. tumorindukáló-plazmid /Ti-piazmid/ felelős /Van

1975/. A tumoros transzformáció során aLarebexe et al • 1
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Ti-plazmid egy szegmentje bejut a növényi sejtbe és in

tegrálódik a genomba. Ez a T-DKS /Chilton et al 

1980; Schell et al 

en elhelyezkedő gének aktivitása vezet a tumor kifejlődé

séhez.

1977, 
1980/. A T-DKS-

•»

1979; Lemmers et al•» • 9

A tumorszövet, eltérően a legtöbb normál növényi szö

vettől, hormonautotróf, in vitro nem igényel auxint és ci- 

tokinint /Braun és White, 1943/. Továbbá, olyan kismole- 

kuláju vegyületeket szintetizál, amelyek normál növényi 

szövetekben nem fordulnak elő, és amelyeket csak az adott 

tumort kiváltó agrobaktérium törzs képes fölhasználni, mint 

kizárólagos szén- és nitrogénforrást. Ezek az un. opinok 

tehát fontos elemei a parazitizmus e speciális formájának; 

a genetikai коIonizációnak /Schell et al 

baktérium törzsek, illetve a Ti-plazmidok csoportositása 

lehetséges éppen az opinok alapján /Tempé és Petit, 1983/.

Az oktopin-tipusu Ti-plazmidok szerveződése jól is

mert /2. ábra/. A T-régióból származik a T-DKS, amely a nö

vényi genomba integrálódik. A virulencia régióban vannak 

azok a gének, amelyek a T-DKS bejuttatásáért és integráló

dásáért felelősek. Ugyancsak a Ti-plazmidon helyezkednek 

el az opinok hasznosításáért felelős gének /Holsters et 

al., 1982/. A T-régió DHS szekvenciája ismert /G-ielen et 

al., 1984/ és ennek alapján három szegmentre osztható:

TL-, TC- és TR-régiók /Barker et al

1979/. Az agro-•»

1983/. A növényi•»

sejtbe bizonyitottan csak a TL- és TR-régió épül be 

/Thomashow et al 1980/. Mindkettőt mindkét oldalon egy• 9
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2. Ábra: Az oktopin-tipusu Ti-plazmidok T-régiójának fizikai térképe /a/;
EjoRI restrikciós endonukleáz hasitóhelyek a T-régióban. A T-régió 

funkcionális szerveződése /b/. А, В, C és D: 25 bázispár hosszú
ságú konzervatív szekvenciák, amelyek a T-régiókat határolják.
A nyilak a tumorspecifikus messenger RNS-eket jelölik a transz
kripció irányával.
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erősen konservativ 25 bázispár hosszúságú DNS szekvencia 

határolja, de a T-régiókban több olyan szekvencia is van, 

amely részlegesen homológ a határszekvenciákkal és helyet

tesítheti azokat.

A TL-DNS-ról a növényi sejtben nyolc messenger RNS 

Íródik át /2. ábra/, ebből négynek megfelelő gént azonosi-

1982/. A 3-as az oktopin szintáz 

1981/. Az oktopin szintáz katalizálja 

a tunorszövetben az egyik opin, az oktopin szintézisét 

/Otten és Schilperoort, 1979/. A 4-es gén a citokinin növé

nyi hormoncsoport bioszintézisének első lépését katalizáló 

enzimet kódolja. A 4-es gén tehát citokinin túltermelésért 

és a gyökérfejlődés gátlásáért felelős /Akiyoshi et al 

Az 1-es és 2-es gének termékei triptofánból az indol-3-ecet- 

sav növényi hormont szintetizálják, igy auxin túltermelésért 

és a hajtásfejlődés gátlásáért felelősek /Schröder et al 

1984/. Az 1-es, 2-es gének, illetve a 4-es gén felelősek a 

hormonautotróf növekedésért. A TR-DNS-ről öt mRNS Íródik át 

/2. ábra/, amelyekből háromhoz sikerült funkciót rendelni 

transzpozon inszerciós mutagenezissel. A három gén opinok, 

többek között a mannopin és agropin bioszintézisét irányít

ja /Sllis et al

minnal, illetve glutaminsavval, az l’-es gén a konjugátumokat 

redukálja mannopinná, illetve mannopinsavvá, mig a 0*-s gén a 

mannopint ciklizálja agropinná. összefoglalva tehát, az ok- 

topin-tipusu agrobaktérium törzsek által kiváltott tumor 

hormonautotróf és mivel a hajtás- és gyökérfejlődés gátolt,

tottak /Leemans et al 

gén /Schröder et al
• >

• *

1984/.• 9

• 9

1984/. A 2*-es gén glükózt konjugál gluta-• 9
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organizálatlan kalluszként nő szövettenyészetben. Fő opin- 

jai az oktopin, mannopin és agropin. A hormonautotrófia és 

az oktopin szintáz a TL-Oi;3 jelenlétére utal, a mannopin és 

az agropin a TR-DNS markerei.

A növényeken kifejlődő tumorszcvetben általában megta

lálható az összes tumormarker /Dahl és Tempé, 1983/. Ezzel 

szemben a szövettenyészetben tartott, klónozott, vagy klóno- 

zatlan tumorszövetben általában nincs agropin és mannopin. 

Ennek megfelelően az eddig vizsgáit tumorszövetek közül 

csak kevésben találtak TA-DKS-t /fester et al 

A tumormarkerek kifejeződésében még nagyobb változatosság 

mutatkozik az egysejtes transzformációs rendszerben, ahol 

növényi sejteket tenyésztenek együtt agrobaktériumokkal, 

majd a transzformánsokat hormonmentes táptalajon szelektál

ják /Márton et al

sejtvonalak között volt hormonautotróf organizálatlan kal- 

lusz és hormonautotróf hajtásteratóma /gyökérfejlődés gá

tolt/. Mindkettő lehetett oktopin szintáz pozitiv vagy ne

gativ /Márton et al

Az egysejtes transzformációs rendszerek növényi eleme 

a protoplaszt, a sejtfalától enzimatikus utón megfosztott 

növényi sejt. A protoplaszt ozmotikusán stabilizált körül

mények között, szintetikus táptalajon sejtfalat regenerál 

és osztódik. A táptalaj ásványi sókat, vitaminokat, cukrot 

és növényi hormonokat tartalmaz. A legtöbb növény, köztük 

a Ilicotiana olumbaginifolia protoplasztjai regenerációjához 

. és osztódásához két tipusu hormonra, auxinra és citokininre

1984/.• >

1979/. Az igy kapott Micotiana tabacum• >

1981a/.1979; Wullems et al •»• 1
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van szükség. Végső soron a két hormon együttes hatása szük

séges a sejtciklus normális lefolyásához /Naylor et al 

1954/. Szövetszinten a magas citokinin /auxin arány a hajtás 

regenerációnak, mig az alacsony a gyökérfejlődésnek kedvez 

/Skoog és Miller, 1957/.

A protoplasztok a regeneráció különböző stádiumaiban 

nem egyformán fogékonyak a transzformációra. A N. tabacum 

protoplasztokat az izolálás után 3 nappal, amikor már ren

delkeztek uj sejtfallal és éppen osztódás előtt álltak, 

lehetett a legnagyobb gyakorisággal transzformálni /Márton 

1979/. A hormonoknak hatása van a sejtciklus ala

kulására, feltehetően tehát a transzformáció iránti fogékony

ságra is. Szintetikus és természetes auxinok és citokininek 

tumorfejiődésére gyakorolt hatását vizsgálva /pl. izolált 

szerveken/ eddig csak vagy nem specifikus, vagy paradox ha

tásokat észleltek /Bouckaert-Urban and Vendrig 1931; Hrouda 

1983/. Ennek oka az lehetett, hogy komplex volt a 

vizsgálati objektum. Az egysejtes transzformációs rendszer 

jóval egyszerűbb és a körülmények jobban kontrollálhatók.

• >

et al • 9

et al • 9
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4 ANYAGOK bS MÓDSZEREK

Baktérium törzsek és fönntartásuk4.1

1. Táblázat: A kísérletekhez használt baktérium törzsek

Jellemzők HivatkozásTörzs Plazmid

Agrobacterium tumefaciens

Ach5a Oktopin szintáz, Tempé és Petit /1983/ 

agropin és marno- 

pin a tumorban
A pTi Ach5 pont- Klapwijk et al. /1980/ 

mutánsa /Konstitu
tiv plazmidtransz- 

f er/
Avirulens. Kincs Klapwijk et al. /1980/ 

Ti-plazmidja.
Agropin és manno- Guyon et al. /1980/ 

pin a tumorban.

pTi Ach5

LBA 4013a pAL 102

LBA 4011a

А231Ъ pTi Bo542

Escherichia coli0

De Vos et al. /1981/HB 101 Р&У0120 A pTi Ach3 BamHI 
fragment Ко.2 kló
nozva pBR 322 plaz- 

midban
A pTi Ach5 BamHI 
fragment Ко.8 kló
nozva pBR 322 plaz- 

midban
A pTi Ach5 Hindii! De Vos et al./1981/ 

fragment Ko.l kló
nozva pBR 322 plaz
mádban

De Vos et al. /1981/HB 101 P&V0153

HB 101 pGVO201

aR.A. Schilperoort /Leiden,Hollandia/; dK.-D. Chilton /St.
CM. Van Montagu /Gent, Belgium/Louis, USA/;
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Az coli törzseket 37 °C-on neveltük LB táptalajon /1 drü

ben 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extract, 10 g NaCl, 

15 g Bacto Agár; pH=7.2; Miller, 1972/ 100 mg dm-^ ampicil-

1981/. Az Agrobacteriumlin jelenlétében /De Vos et al • 9

tumefaciens törzseket 27 °C-on neveltük YTG- táptalajon 

/1 dm -ben 10 g Bacto Tryptone,

1 g líaGl, 10 g glukóz, 1 mmol CaCl

1 g Bacto Yeast Extract,

1 mmol MgSO^; pH=7.2; 

Márton, 1984/. A transzformációhoz a baktériumokat YTG- táp-
2»

levesben neveltük, majd centrifugálással /4000 x g, 10 perc/ 

összegyűjtöttük és protoplaszt táptalajban /lásd később/ 

szuszpendáltuk.

4.2 Eövényék nevelése és szövettenyésztés

A diploid /2п=2Х=20/ és a portokkulturából nyert hap

loid /п=Х=10/ Eicotiana plumbaginifolia növényeket steril 

hajtáskultúrában tartottuk fönn /Sidorov és Maliga, 1982/.

A táptalaj RM sókat /FJGG-ELÉK/ és szaharózt tartalmazott.

A szcvettenyészetek táptalaját /КМ0Р/ kiegészítettük
-3 -3100 mg dm m-inozittal és 1,0 mg dm

dal, valamint literenként 0,1 mg 1-naftil-ecetsawal /11АА/ 

és 1.0 mg 6-benzil-adeninnel. A termosztátszobában 27 °C-on 

napi 16 óráig 800 lux megvilágitást kaptak.

Gsiráztatás előtt, a magokat 70 %-os etanollal /1 perc/ 

és husszorosra higitott háztartási Hypoval /nátrium-hipoklo- 

rit, 3 perc/ sterilizáltuk, majd desztillált vizzel alapo- 

san mostuk. A magokat steril szűrőpapíron 0,5 mg cm gib-

tiamin hidroklorid-



13

berellinsav jelenlétében csíráztattuk.

A csiranövényeket elvágva RMOP táptalajon kalluszosi-

tottuk.

Protoplaszt izolálás és tenyésztés /Nagy és 

Maliga, 1976/

4.3

Nicotiana nlumbaginifolia leveleket 0,4 M szaharózt tar

talmazó /0,4 MSzK~/ oldatban /FÜGGELÉK/ inkubáltuk egy éj

szakán át 2 ,j—os Celluláz A-10 és 0,5 L macerozym A-10 en

zimekkel /Yaku.lt/. Az enzimoldatot nitrocellulóz filteren 

/0,45 um pórusu, Gelman Sciences, Inc./ szűrve sterilizáltuk. 

Az emésztetlen részeket 63 um-es nylon szűrőn szűrtük ki, 

majd a protoplaszt szuszpenziót 3 percig centrifugáltuk 

/80Xg/. A flótáit protoplasztokat friss 0,4 MSzK^ 

szuszpendáltuk és újra centrifugáltuk. Ezt a lépést 2-szer 

ismételtük. A tisztított protoplasztokat a megfelelő hormon- 

összetételű tápoldatban szuszpendáltuk. Egy napig sötétben 

tartottuk, majd fényre helyeztük.

oldatban

4.4 transzformáció együttenyésztéssel /Márton,

1984/

Levél protoplasztokat izoláltunk hormonmentes 0,4 MSzK^
5 —3tápoldatban, majd 10 cm denzitásban szuszpendáltuk meg

felelő hormontartalmú friss táptalajban. Frissen nevelt ag-

“-V. A te-3robaktériumokat adtunk a szuszpenzióhoz /10 ~ cm
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nyészeteket 38 óráig tartottuk sötétben. Az inkubációs idő 

végére a sejtek összecsapódtak. Az összecsapódást, amit a 

baktériumok által termelt cellulózszálak okoz talc, celluláz 

kezeléssel /2 h/ szüntettük meg; 0,5 % cellulázt adtunk fil

tersterilizált törzsoldatból. A baktériumok többségét mosás

sal távolitottuk el. A W5 oldat /1 dm^-ben 9.0 g NaCl, 18.4 g 

СаС12*2Н20, 0.4 g KOI, 1.0 g glukóz; pH=5.8; Menczel et al 

1981/ a 0,4 MSzKk táptalajjal izozmotikus, de jóval kisebb 

sűrűségű. A 0,4 MSzK^ oldatot W5 oldattal higitva 5-szörös- 

re elérhető, hogy a növényi sejtek ülepedjenek. W5 oldattal 

a mosást kétszer ismételtük. Az igy tisztított növényi sej- 

teket 4x10 cm denzitásban szuszpendáltuk friss táptalaj

ban. Az agrobaktériumok ujraszaporodását antibiotikumokkal 

gátoltuk /vankomicin és ampicillin 200-200 mg dm-"1 

rációban/. Három - öt nap múlva a sejtek 60-80 c/ó-a osztó

dott. Egy hét múlva kétszeres mennyiségű friss tápoldattal 

higitottuk a tenyészetet. Két - három hét alatt 60-100 sej

tes kolóniákká fejlődtek.

A kolóniákat ismételt mosás után hormonmentes tápoldat- 

ba tettük. A tápoldatot hetente frissre cseréltük, közben 

a cukorkoncentrációt lépcsőzetesen csökkentettük /0,3 M, 

majd 0,2 К/, hogy megközelítsük a széle sztéshez használt RI-í 

táptalaj ozmolaritását. A kolóniákat végül 0,7 % agarral szi

lárdított hormonmentes HM táptalajba szélesztettük, kb.
-3300 cm denzitásban. Hat hét után a növekvő kolóniákat 

friss táptalajra tettük és mint kiónokat tartottuk fönn.

•»

koncent-
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4.5 Tumorindukció steril növényeken

A steril kultúrában tartott növények hajtásának tete

jét, ott, ahol még fiatal, levágtuk. A vágott felületre ag- 

robaktérium szuszpenziót cseppentettünk. Három-négy hét múl

va a kifejlődött tumorszövetet /1. ábra: 5-15 mm 0/ levá-

lasztottuk és antibiotikum tartalmú /Harbenicillin 500 mg dm ,
—3 -vankomicin 200 mg dm J / hormonmentes AH táptalajon neveltünk 

mindaddig, mig baktériummentessé vált.

4.6 Opinok kimutatása

4.6.1 Oktopin szintáz aktivitás kimutatása

Otten és Schilperoort /1979/ szerint kb. 50 mg szövetet 

egyenlő térfogatú extrakcics pufferben 0 °G-on homogenizál-
3

tunx 1 cm -es eppendorf csőben. Az exxrakciós puffer össze

tétele: 0,1 M trisz-/hidroxi-metil/-amino-metán, 0.5 M sza- 

haróz, 0,1 /о L-aszkorbinsav és 0,1 % L-cisztein, pH=8,0.

A homogerdzátumot eppendorf centrifugában centrifugáltuk és 

a fölüluszót használtuk. Az oktopin szintáz szubsztrátjait 

és kofaktorát 0,2 M nátrium-foszfát pufferben /pH 7,0/ oldva 

frissen kevertük az extraktumhoz. 60 ul extraktumhoz 20 ul 

225 mlí piruvátot és 20 ul 60 mK redukált nicotinamid-adenin- 

dinukleotidot /НАШ/ adtunk; a keveréket 1 óráig tartottuk 

szobahőmérsékleten. Az elegyből mintát vettünk /10 ul/ és 

papirelektroforézissel analizáltuk /Whatman 3MM papir zárt 

dobozban a puffertankok között kifeszitve, 45 perc, 20 V 

V hangyasav - 96 /-os ecetsav - viz 5:15:80 elegyben.cm
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Vizuális markerként metilzöld 0,1 %-os etanolos oldatát hasz

náltuk /5 ul/. Az alaposan megszáritott papírokat fenantrén- 

kinon spray-reagenssel hivtuk elő. A reagenst frissen kever

tük 60 %—os etanolhan oldott 10 %-os nátrium-hidroxidból és 

0,02 ';o etanolos fenantrénkinonból 1:1 arányban. A papírokat 

hideg levegőáramhan szárítottuk, majd UV fényben /360 nm/ ér

tékeltük. Az arginin és az oktopin sárgászölden fluoreszkál.

A metilzöld közvetlenül az oktopin mögött fut.

4.6.2 Agropin és mannopin kimutatás

leemans et al. /1981/ szerint kb. 50 mg szövetet homo-
Z

genizáltunk 1 cm -es eppendorf csőben. Ha a szövet nedves

ségtartalma túl alacsony volt, pár csepp etanolt adtunk hoz

zá. A homogenizátumot Eppendorf centrifugában centrifugáltuk. 

A kivonatból mintát vettünk /10 ul/ és papirelektroforézis- 

sel analizáltuk /Whatman 3MM papir, 80 perc, 20 V cnT'V az 

oktopin analízishez használt pufferban. Vizuális markerként 

Orange G- 0,1 5j-os etanolos oldatát használtuk /5 ul/. Az ag

ropin és mannopin redukáló tulajdonságuk alapján hivható elő 

ezüst-nitráttal. A Trevelyan et al. /1950/ által javasolt 

reagenseket sprayként alkalmaztuk. Az alaposan megszáritott
-z

papirt először acetonos ezüst-nitráttal kezeltük /0,1 cm 

telitett AgUOj + 20 cm aceton + annyi csepp viz, hogy a csa

padék feloldódjon/. Az aceton eltávozása után alkoholos nát-
'Z

rium-hidroxiddal kezeltük a papirt /0,4 cm telitett NaOH +
rz

+ 20 cm etanol/. Három - tiz perc alatt sötétbarna foltok
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fejlődtek ki ott, ahol redukáló anyag volt, A fölös ezüst- 

oxidot fotográfiai fixáló oldattal távolitоttuk el /10 % nát- 

rium-tioszulfát és 1,5 % kálium-metabiszulfit/. Az előhivott 

papirokat folyóvizhen mostuk egy óráig, majd megszáritottuk. 

Az agropin orange G-hez viszonyitott relativ mobilitása mi

nus z 0,50. A minusz 0,28 relativ mobilitásu foltban több 

opin van, közöttük az agropin prekurzora, a mannopin /Ellis

1984/.et al • 9

DNS izolálás növényi szövetből /Taylor et al4.7 • 9

1983/

Ismert tömegű /10-50 g/ friss szövetet folyékony nitrogén

ben megfagyasztottunk, majd kávédarálóban finomra őröltünk. 

Hozzáadtunk 2 >á 2-merkapto-etanolt és egyenlő térfogatú, for

ró kétszeres töménységű extrakciós puffert /1 dm^-ben 20.00 g 

cetil-trimetil-ammónium-bromid, 12.11 g trisz-OH, 7.45 g 

NAgEDTA* 2^0, 81.80 g NaCl; pH=8.0/. Azonnali keverés után 

55 °G-os vízfürdőben tartottuk, amig hőmérséklete elérte az 

50 °G-t. Egyenlő térfogatú kloroform-izoamilalkohol /24:1/ 

elegyet adtunk hozzá és óvatosan összekevertük. A keveréket 

centrifugáltuk /10 perc, 4000xg/. A vizes fázist tartottuk 

meg és hozzáadtunk 1/10 térfogatnyi 10 

ammóniura-bromidot /1 dm^-ben 100.0 g СТАВ, 40.9 g NaCl/. Heg

ismételtük a kloroform extrakciót. A vizes fázishoz egyenlő
'A

térfogatú precipitáló puffert adtunk /1 dm -ben 10.00 g СТАВ, 

б.Об g trisz-OH, З.72 g Na^EDTA^^O, 1 cm^ 2-merkaptoetanol;

cetil-trimetil-
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рН=8.0/. A sókoncentráció csökkentése következtében CTAB/nuk- 

leinsav csapadék keletkezett. A csapadék leválása szobahő

mérsékleten 30 perc után teljes, üsszegyüjtöttük a csapadé- 

kot centrifugálással, majd cm -énként 1 g cézium-kloridot 

és 0,3 mg etidium-bromidot tartalmazó TES pufferban /50 шМ 

Trisz-OH, 5 mM КagEDTA, 50 mM EaCl, pH=8.0/ oldottuk. A tö

résmutatót 1,389-re állítottuk be. Az oldatot TV 865-ös 

vertikális rotorban ultracentrifugába helyeztük /42000 min"*1, 

24 h/. UV lámpa fényénél összegyűjtöttük a fluoreszkáló 

DHS-EtBr sávot. A leszivott DES oldatot kétszeresre higi- 

tottuk TE pufferral /10 mM Trisz-OH, 1 mM EagSDTA, pH=8.0/.

Az etidium-bromidot izo-amilalkohollal ráztuk ki. A DNS-t 

kétszeres térfogatú hideg etanollal csaptuk ki. A csapadékot 

70 $o-os etanollal öblítettük, majd TE pufferban oldottuk. 

Minusz 20 °C-on tároltuk.

Escherichia coli plazmid DES izolálás /Summer-4.8

1933/ton et al • >

3
E, coli baktériumokat 1 dm LB táplevesben neveltünk a 

megfelelő szelektiv antibiotikum jelenlétében /ampicillin 

100 mg dm’"'V 37 °G-on. üsszegyüjtöttük a baktériumokat centri-
'Z

fugálással /4000xg, 10 perc/, szuszpendáltuk 10 cm 

zos TE pufferban /100 mM Trisz-OH, 100 mM í^EDTA, 0,3 g cm"^ 

szaharóz, pH=3.1/, hozzáadtunk 20 ul dietil-pirokarbonátot és 

inkubáltuk jégen 5 percig. A szuszpenzióhoz 2,5 cm frissen 

készített lizozim oldatot /6 mg cm lizozim vizben/ adtunk.

szaharó-
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Óvatos keverés után jégen tartottuk 20 percig. Hozzáadtunk
3 -312,5 cm detergens-só keveréket /4 mg cm ^

kólát, 10 mg cm"^ Brij 53 detergens /Sigma/, 2M NaCl/.

Alaposan elkevertük spatulával, majd 25 °C-os vízfürdőbe

tettük 20 percre. Centrifugáltuk 30 percig 0 °C-on /40000xg/.

A fölüluszót azonnal átértettük tiszta edénybe és hozzáad-
A,

tunk 80 cm NaTCA-etanol elegyet /4,5 M nátrium-triklór-acetát 

és etanol 1:1 arányban elegyítve/, óvatos keverés után jégen 

tartottuk egy óráig. A csapadékot centrifugálással összegyűj

töttük /10 OOOxg, 20 perc, 0 °C/, majd öblítettük 80 54-os 

etanollal. Ultracentrifugálással tisztítottuk. A grádiensen 

az alsó sáv az intakt plazmid DNS /Badloff et al

nátrium-dezoxi-

1967/.•»

4.9 DNS emésztés restrikciós endonukleázokkal

A restrikciós endonukleázokat a Re anal-tói vásároltuk.

Az De о Rí, BamHI és BstI enzimeket használtuk 37 °C-on, a kö

vetkező puff erekben. EcoRI: 100 mii Trisz-OH, 150 mK NaCl,
_3100 ug cm10 mM MgCl zselatin, 7 mK 2-merkapto-etanol,2’

pH=7.5. BamHi: 10 mK Trisz-OH, 150 mk NaCl, 10 mK I-igCl 

100 ug cm
2’

-3 zselatin, 7 mk 2-merkapto-etanol, pH=7.9. BstI:
100 ug cm”^10 mK Trisz-OH, 50 mK NaCl, 10 mK KgCl 

tin, 7 mK 2-merkapto-etanol, pH=7.4. A reakciókat 1/10 térfo

gat stop pufferral állitottulc le. A stop puffer összetétele

zsela-2’

brómfenolkék, pH=8.0100 mK la2 EDTA, 50 % glicerin, 0,25 1 

/Maniatis et al

/’>

1982/.• I
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Géleleictroforézis és a DNS kötése nitro- 

cellulóz filterre /Southern biot/

4.10

A DNS fragmenteket horizontális 5x150x200 mm 0,7 % agaróz 

/Туре I, Signa/ gélben TEA pufferban /40 mM Trisz-OH, 20 mM 

ecet sav, 2 mH Na£ EDTA, pH=8.1/ választottuk el /Chilton 

1977/. A gél anyagát 0,2 mg dm~^ 

festettük. Az elektroforézist 4 °C-on kb. 18 óráig végeztük 

/2 V cm”V. A fragmentek méretének meghatározásához standard

ként PstI enzimmel emésztett lambda fág DNS-t /Reanal/ fut

tat tunic párhuzamosan.

Az agaróz gélből a DlíS fragmenteket denaturálás /15 perc,

1,5 К IlaCl és 0,5 M NaOH tartalmú oldatban/ és semlegesités 

/15 perc, 3 К NaCl és 0,5 M Trisz-ríCl tartalmú oldatban, 

pH=7.0/ után átszivattuk nitrocellulóz filterre. Southern 

/1975/ szerint 20xSSC oldatot /3 M NaCl és 0,3 M nátrium-citrát/ 

használtunk. A gélt szűrőpapírra /Whatman ЗММ/ helyeztük, 

majd a gélre 20xSSG oldattal nedvesített nitrocellulóz fil

tert /Schleicher és Schüll, ВА85/ helyeztüni-:. A folyadékot 

alulról, táncból szivattuk a filterre helyezett szűrőpapírral 

és papírtörülközőkkel egy napig. A filtert alaposan öblítet

tük 2xSSC-ben, majd fölhasználás előtt 80 °G-on 2 óráig vá

kuumban s zárit ot tűi;.

et al etidium-bromiddal• >

4.11 A DNS jelölése rádióaktiv foszforral

Eeinberg és Vogelstein /1983/ alapján a 25 ul-es reak-
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cióelegy: 12 ui denaturált DNS /60 ng, TE pufferban forral
va 5 percig/, 11,5 ul ls koktél, 1 ul 10 mg cm"3 

0,5 ul /2 enzimegység/ DNS polimerás I nagy fragment /Jacob
sen et al., 1974/, 2 HBqj&C-^P/d-ATP/dezoxi-adenozin-tri- 

foszfát, 15 TSq/mmol, liofilizálva, ELTE Izotóp Intézete/.

Az L8 koktél összeállitása: 25 ul 1 И 4-/2-hidroxi-etil/-l- 

-piperazin-etánszulfonsav /рН=6.6/, 25 ul DTK oldat és 7 ul 

OL oldat. A DTK oldat: 250 mM Trisz-HGl, 25 ml«! KgCl2, 50 mM 

2-merkapto-etanol, 100 ui! dGTP, dCTP és dTTP, külön-külön, 

pH=8.0. Az OL oldat: 1 mii Trisz-CH, 1 mM La^EDTA, pH=7.5, és 

90 optikai denzitás egység oligodezoxiribonukleotid cm 

ként. A reakcióelegyet 5-8 óráig szobahőmérsékleten inku- 

báltuk, majd 25 ul fenollal állítottuk le a reakciót. A je

lölt DLS-t a be nem épült dATP-tól Sephadex G-50 Eine osz

lopon /5 crrk/ szeparáltuk TSS pufferral.

zselatin,

-en-

4.12 DNS-DUS molekuláris hibridizáció és autora-

diográfia

A filtereket 2xSSC-ben megnedvesitettük, polietilén 

tasakba helyeztük, majd előhibridizációs oldattal /20 cm 

egy 13x13 cm filterre/ leforrasztottuk és 63 °G-on inkübál- 

tuk egy éjszakán át. Az előhibridizációs oldacösszetétele 

/Zambryski 1932/ 3xSSG és lXDenhardt keverék. A Denhardt ol- 

Eicoll 400 /Pharmacia/, 0,02 % polivinil-pirro- 

lidon /Sigma/ és 0,02 /0 bovine serum albumin /Denhardt, 1966/. 

Az előhibridizációs oldat eltávolítása után a filterre rá-

3

c /dat: 0,02 /j
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öntöttük a hibridizációs koktélt: 3xSSC, lxDenhardt keverék, 

1 mii KagEDTA /рН=8.0/, 0,5 % nátrium-lauril-szulfát /SDS/,

10 % nátrium-dextrán-szulfát /Sigma/ Wahl et al. /1979/ sze

rint, a denaturált /10 perc forralás/ rádioaktivan jelzett 

próba D1\S. A tasakot buborékmentesen zártuk és 48 óráig in- 

kubáltuk 68 °C-on. A filtert a hibridizáló oldat eltávolí

tása után négyszer mostuk /68 °G, 15 perc/ 3xSSC és 0,5 % 

SDS-ben, egyszer /68 °G, 15 perc/ lxSSC és 0,5 % SDS-ben.

A filtert végül szobahőmérsékleten öblítettük 2xSSC-ben, 

majd szárítottuk.

Az autoradiográfiát -70 °C-on, ólomkazettában végez

tük. Medifort RP filmet és DuPont erősítőket használtunk.
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5 KÍSÉRLETI EREDMli.YEK

5.1 Kicotiana plunbaginifolia protoplasztok 

tenyésztése Agrobacterium tumefaciens-szel

különböző hormonesszetételü tápoldatokban

összehasonlítottuk a Eicotiana plumbaginifolia proto

plasztok osztódási gyakoriságát különböző hormonösszetételü 

0,4 NSzICj tápoldatokban. A laboratóriumunkban a tenyésztéshez 

használt /hagy és í-Ialiga, 1976; 2. Táblázat, 7. variáció/ és 

egy, az irodalomban javasolt /Hüller et al 

5. variáció/ hormonkombináción kivül kipróbáltuk egy másik faj, 

tabacun Agrobacterium-transzformácjóhoz használt /Márton 

1979/ alacsony hormonszintü táptalajt /2. Táblázat,

8. variáció/. Teszteltünk továbbá olyan táptalajokat, ame

lyek a hormonokat köztes, vagy szélsőséges koncentrációban 

tartalmazták /2. Táblázat/. Tartós osztódást csak ott kaptunk, 

ahol auzein /2,4-D és/vagy 1.АА/ és citokinin /ВА/ is volt a 

táptalajban. A kedvezőtlenebb hormonkombinációk esetén a pro

toplasztok csak kis hányada osztódott, a többi megnyúlt vagy 

megnagyobbodott. A sejtmegnyulás jellemző volt a sok auxint 

tartalmazó /2. Táblázat 11-12. variációk/ tápoldatokban.

Ez a sejtfal legalább részleges regenerálódását bizonyltja; 

azonban a protoplasztok csak kis hányadára volt jellemző.

Az együtt-tenyésztéses /"co-culture"/ transzformációhoz 

a hormonmentes tápoldaton /2. Táblázat, 13. variáció/ kivül, 

a legnagyobb osztódási gyakoriságot biztositó 5. és 7

1983; 2. Táblázat,• >

a

et al • 9

• 9
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a köztes mennyiségű hormont tartalmazó 4. és 6 

a csak auxint /10./ és a csak citokinint /1./ tartalmazó 

tápoldatokat választottuk ki /2. Táblázat/. A protoplaszto- 

kat hormonmentes tápoldatban izoláltuk.

valamint•»

2. Táblázat: l.icotiana olumbaginifolia protoplasztok

osztódása különböző hormonok jelenlétében

Kormon /mg dm "/ 

2,4-0
Osztódás 

gyakoriságaa
Sor-

KAABAszám

2,01.
2. 1,0

5 c/
40 к

3. 1,0 0,1 /u

4. 1,0 1,0
65
23 %
77 %

5. 1,0 3,0
6. 0,1 1,0
7. 0,2 1,0 0,1
8. 0,2 0,1 1 rh
9. 1,0

10. 2,0
1
1 r,e

11. 5,0
12. 10,0
13.

aAzon sejtek relativ gyakorisága, amelyek egy héten 

belül osztódtak.
ЪВА = Í46-benzil-adenin

ci;AA= 1-naf til-ecetsav

a2,4-B = 2,4-diklór-fenoxi-ecetsav

"'Így hétnél később osztódtak és legfeljebb kétszer.
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As agrobaktériumok hossáadása után a növényi sejtek 

összecsápodnál:, mivel a baktériumok hozsákotődnek a sejt

falhoz és cellulózszálakax is szintetizálnál: /Matthysse, 1983/, 

amelyekkel a sejteket összefogják. Az eiőkisérletek során 

azt tapasztaltul:, hogy ez a hatás a friss protoplasztoknál 

alig jelentkezik, mig a három napos sejteknél már olyan 

erős az inkubációs idő végére, hogy csal: újabb protoplasztá- 

lással lehet a sejteket szétválasztani. Ezt azonban a növé

nyi sejtek többsége nem birta ki. A friss protoplasztok 

esetében az össsecsapódást meg lehetett szüntetni egy né

hány órás celluláz kezeléssel. A különböző hormonkombiná

cióm csszehasoniitásakor ezért friss protoplasztokhoz adtuk 

a baktériumokat. A baktériumkezelés és mosás után az ere

deti protoplasztszám 50-60 /--kai csökkent.

Az Agrobacterium tumefaciens LBA 4013 az az oktopin- 

tipusu törzs, amely a leghatékonyabbnak bizonyult a 11, tabacum 

egysejtss transzformációs rendszerben /Márton et al 

Az LBA 4011 törzs pedig lényegében az előbbi Ti-plazmidtól 

mentes változata /1. Táblázat/, amelyet kontrollként hasz

nál turu:.

1979/.• 9

A baktériumkezelés után a sejteket ugyanolyan tápoldat

ban tenyésztettük, mint amilyenben a kezelést kapták. A sej

tek az atutint és citokinint is tartalmazó 4., 5., 6. és 7. 

tápoldatokban /2. Táblázat/ 3-5 nappal a baktériumok eltávolí

tása után osztódtak. Az osztódás gyakorisága 60-80 % között 

volt. Hasonló, kb. 60 % gyakorisággal osztódtak azok a sej- 

tek is, amelyeket a 2 mg dm HAA-t tartalmazó /2. Táblázat, 

10. variáció/ tápoldatban virulens LBA 4013 baktériumokkal 

tenyésztettünk együtt. Ugyanakkor az LBA 4011 baktériummal
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kezelt sejtek nem osztódtak, csak megnyúltak, vagy megduz- 

zadtak. Hasonló sejtalakváltozások voltaic megfigyelhetők a 

hormonmentes tápoldathan mindkét tipusu baktérium eltávo

lítása után.

Az osztódó sejtekből 2-3 hét alatt 60-100 sejtes koló

niák fejlődtek. Ebben a stádiumban kezdtük meg a hormon- 

autotróf kolóniák szelektálását. Hormonmentes tápoldatban 

a normál kolóniákban az osztódás leállt, a sejtek jelentősen 

megduzzadtak és megnyúltak. Egyes kolóniákban embryoidok 

képződtek, amelyek egy része azonban az ozmolaritás csökke

nése során dezorganizálódott. A kolóniákat végül agarral szi-
—'Z

lárditott hormonmentes táptalajba szélesztettük 300 cm J 

denzitásban. E denzitás fölött nem bizonyult szelektivnek 

a táptalaj, mivel a sejtek duzzadása tovább folytatódott 

és az osztódó kolóniákat nem lehetett azonosítani. Négy-hat 

hét után a növekvő kolóniákat /2-10 mm 0, 3. ábra/ áttettük 

friss hormonmentes táptalajra és mint kiónokat tartottuk 

fönn.

5.2 Hormonautotrófia és oktopin szintáz a sze

lektált kiónokban

A szelektált kiónokat a hormonmentes táptalajon muta

tott növekedés alapján 3 tipusba lehetett sorolni: egynemű 

kallusz /4. ábra, a/, hajtásokat regeneráló kallusz /4. ábra, 

b/ és gyökeres növény /4. ábra с/. Az utóbbi tipus a sze

lekció során, mint viszonylag kicsi, zöld kolónia jelentke-
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3. Ábra: Hormonautotróf kolóniák szelekciója hormon- 

mentes táptalajban. Fölső sor: hormonautotróf 
módon növekvő kolóniák az LBA 4013 /virulens/ 

törzzsel kezelt tenyészetekben. Alsó sor:
LBA 4011 /avirulens/ törzzsel kezelt tenyészet.

zett, majd az ismételt átoltások során fokozatosan diffe

renciálódott gyökeres növénnyé. Izeket a sejtvonalakat hor

monmentes táptalajon növényként, vagy hormonokkal kiegészí

tett táptalajon /RMOP/ kalluszként tartottuk fönn. A nem 

hormonautotróf h. plumbaginifolia szövetek jellegzetessége, 

hogy a kallusz inokulumok hormonmentes táptalajon vagy el

pusztulnak, vagy a szövet egy részéből gyökeres növények
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a

b c

4. Ábra: Különböző morfológiáju szelektált sejtvonalak 

hormonmentes táptalajon, a, egynemű kallusz; 

b, hajtásokat regeneráló kallusz; c, nem hor- 

monautotróf szövetből regenerálódott növény.

regenerálódnak /5. ábra/.

A hormonautotrófiáért felelős gének mellett a TL-DNS-en 

van az oktopin szintáz génje /2. ábra/. Minden egyes kiónt, 

amelyet a virulens LBA 4013 baktériumokkal végzett együtt- 

tenyésztés után kaptunk, megvizsgáltunk, hogy kimutatható-e 

benne oktopin szintáz aktivitás /6. ábra/. A 3. táblázatban 

összefoglaltuk a különböző hormonösszetételü táptalajokban 

végzett együtt-tenyésztés után /LBA 4013 törzzsel/ a szelek

tált, a stabil hormonautotróf és az oktopin szintáz-pozitiv
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5. АЪга: bi c obi ада plumbaginifoiia sejtkolóniák növe
kedése hormonokkal kiegészített táptalajban 

/baloldalt/. Hormonmentes táptalajon egyes 

kolóniákból növények regenerálódnak /jobbol
dali kép/.

kiónok számát. A kontroliként használt LBA 4011 avirulens 

törzzsel kezelt protplasztokból nem, vagy csak nagyon kevés 

hormonautotróf kolóniát kaptunk. A 6. hormonkombináció /2. 

Táblázat/ alkalmazásakor 27 600 hormonmentes táptalajba 

szélesztett kolónia között 2 stabil hormonautotróf kolónia 

/7,24 x IO"''/ volt. Mindkettő a hajtásregeneráló kallusz 

tipusba tartozott, és oktopin szintáz aktivitás nem volt 

kimutatható.
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6. Ábra: 01c"topin szintáz aktivitás kimutatása. Penan- 

trénkinon reagenssel előhívott papirelextro- 

f erő gram. 1. I.. plumbaginif olia növényen ki
váltott tumor; 2. Szintetikus oktopin; 3-3. 
Szelektált sejtvonalak.

A legtöbb stabil hormonautotróf, illetve oktopin szintáz 

pozitiv klont az 1,0 mg dm”^ liAA és 0,1 mg dm 

bináció alkalmazásával kaptuk, 

ra, mint amit az 1,0 mg dm 

binációval értünk el. A transzformáció gyakorisága az auxin/ 

/citokiriin arány növekedésével párhuzamosan nőtt. Ebbe a sor

ba nem illeszthető be a csak KAA-t tartalmazó táptalaj, de
: / ■..................................................

magas transzformációs gyakoriságot biztositott /3. Táblázat/.

у * <■ :

BA hormonkom-

Ez az érték kb. 15-szór akko- 

I.aA és 1,0 mg dm-3 BA hormonkom-

*v:
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3. Táblázat: A transzformáció gyakorisága a Kicotiana 

plumbarinifolia-Agrobacterium tumefaciens

LBA 4013 egysejtes transzformációs rend

szerben különböző hormonok jelenlétében.

и /-/a
táp-

ЫАА 2,4-0 talajba
szélesz- ko- 

tett ко- ló- 

lónia,áb nia,db

03 /+/ Transzfor
máció gya- 

/db/ korisága4

Hormon 
/mg dm"0/

Stabil 

H Л/ъ 

/db/

Kö
ve k-

BA vo

l,85xl0"4 

4,83xlO~4 

1,20x10 

3,01xlO'3 

2,30x10”°

1,0 1,0 48 600 10 9 7
1,0 3,0 2724 800 12 11

-3360,2 1,0 0,1 30 000 53 31

37 200 1460,1 1,0 112 101

2,0 54 300 193 125 г- г—> 3

a H /-/ = hormonmentes táptalaj 

b H Л/ =
0 05/+/ = oxtopin szintáz pozitiv

4 A transzformáció gyakoriságát a stabil hormonautotróf kió
nok és a hormonmentes táptalajba szélesztett kolóniák szá
mának arányával becsültük.

hormonautotróf

Agropin és mannopin a szelektált kiónokban5.3

_3
A 2 mg dm KAA alkalmazásakor kapott kiónok száma elég 

nagy volt ahhoz, hogy megvizsgálhassuk minden egyes, az ok- 

topin-tipusu baktériumokra jellemző tumormarker előfordulá

sát. Mind a 138 szelektált kiónt megvizsgáltuk, hogy tar-
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taimaznak-e agropint és marmopint - a TR-DKS markereit.

Az agropin és a mannopin igen nagy mennyiségben terme

lődik a transzformált szövetekben /Finnin és Fenwick, 1978/ 

és ki is választódik. Könnyen detektálhatok voltak a szövet 

környezetében a táptalajban. Ha a transzformált szöveteket 

normál szövetekkel tartottuk együtt ugyanabban a petricsé- 

szében, akkor pár hét múlva agropint és mannopint lehetett 

kimutatni a normál szövetekben is. A tesztelendő kiónokat 

ezért egymástól elkülönitva tartottuk fönn.

A 4. táblázat mutatja a TL és TR-DNS markerek megosz

lását a transzformánsokban. A szelektált kiónoknak csak 

64 /о-a mutatott valamilyen tumormarkert; a fennmaradó 36 %- 

ba az opinoxat nem tartalmazó, gyökeres növények tartoztak, 

amelyeket kallusz formában csak hormontartalmu táptalajon 

lehetett fönntartani.

4. Táblázat: TL- és TR-DNS markerek megoszlása a sze

lektált klórokban A. turnefaciens LBA 4013

kezelés után

Kiónok száma, amelyek:

н/+/,03/+/ъ H/+/,0S/+/,MANC H/+/,0S/+/, MAN,
MAN,AGR

H /+/
AGR

30 3 184 8

Ъ 0S/+/ = oktopin szintáz-pozitiv; 

a AGR

a Н/+/ = hormonautotróf; 
0 MAi; = mannopin; = agropin.

A legtöbb transzformánsra csak a TL-DNS markerek, hor-
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monautotrófia és oktopin szintáz volt jellemző. Jóval ke

vesell volt azoknak a száma, amelyekben a 1L-DKS markereken 

kívül agropint és mannopint - TR-DNS markereket - is sike

rült kimutatni. Talál tunk egy olyan kiónt is, ainelylen csak 

a TR-DNS jelenlétére jellemző agropin és mannopin volt 

/7. álra/. Ez a lol számú transzformált sejtvonal, amely 

nem volt lormonautotróf.

%A

7. Álra: Mannopin és agropin detektálása papirelektro- 

ferogrammon alkálikus ezüst-nitrát reagenssel. 
A: nem migráló redukáló anyagok a startponton; 

B: mannopin; C: agropin. 1. formál f. rlumla- 

ginifolia kallusz. 2-3. LBA 4013-as törzzsel 
kiváltott tumor. 4. 101-es klón /LBA 4013/.
5. 473-as klón /LBA 4013/. 6. A281-es törzs-
zsel kiváltott tumorok. 7. 107-es klón /А281/. 

8. 65.-os klón /А281/.
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Kernesak a TR- és a TL-DNS-re külön-külön jellemző mar- 

keregyüttesek váltak el, hanem az egyes markeregyüttesek sem 

jelentkeztek mindig teljes számban. Egyes hormonautotróf 

sejtvonalakból ugyanis minden opin hiányzott. Más, opinokat 

tartalmazó kiónok teratómaszerü hajtásokat regeneráltak, 

tehát a hajtásregeneráció gátlásáért felelős onkogének a TL- 

DK3-en inaktívak voltak, vagy hiányoztak.

A TR-DNS markerek kifejeződésében is találtunk eltéré

seket: összesen 11 kiónban volt mannopin, de csak 8 kiónban 

volt mellette agropin is /7. ábra/. A növényekről frissen le

szedett tumorszövet mindig tartalmaz mannopint és agropint is 

1983/, azonban a legtöbb szövetből eltűnnek 

ezek a vegyületek, a hosszabban tartó szövettenyésztés során. 

Agropint nem, de mannopint tartalmazó tumorvonalakat sikerült 

növényen kiváltott tumorokból is előállítani /7. ábra/.

Az agropin és mannopin markereknek ezt a sajátos visel

kedését alkalmunk nyilt tanulmányozni más tipusu transzformán- 

sokban is. A leucinopin-tipusu A281 törzs hasonló az oktopin- 

tipusu törzsekhez abban a tekintetben, hogy az általa kivál

tott tumorokban is van agropin és mannopin. Haploid К. plumba- 

ginifolia protoplasztokat tenyésztettünk együtt A281 baktéri- 

uniómmal 2 mg dm I.AA-t tartalmazó tápoldatban, majd az elő

zőekben leirt módon szelektáltuk a hormonautotróf kiónokat 

és meres tül-: bennük a mannopint és az agropint. A hormonmentes 

táptalajba 21 500 kolóniát szélesztettünm, 153 növekedett, de 

csal: 92 volt stabil hormonautotróf. Agropint és mannopint

/Oahl e t al • J
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A •*csale kevés kiónban tál tünk. Az agropin itt is hiányzott 

a mannopin mellől egyes kiónokban /5. Táblázat, 7. ábra/.

5. Táblásat: Hormonautotrcfia, agropin és mannopin 

a szelektált kiónokban. A.tumefaciens

A281 kezelés után

Hónok száma, amelyek: 

Н/+/, IiAKbн/+/а Н/+/, I'IAIJ, AGilC

77 4 11

bHAi; =a Н/+/ = hormonautotrcf; 

0 AGA

mannopin;

= agropin.

Hasonlóképpen az oktopin-tipusu törzsekhez, az A281 

törzs is olyan tumorokat okoz, amelyekben az agropin és 

a mannopin általában csal-: addig van, amig nem kerül szövet

tenyészetbe a tumor. Agropint nem, de mannopint tartalmazó 

tumorvonalakat ugyancsak sikerült előállítani, a növényen 

kiváltott tumorokból is /7. ábra/.

5.4 r.övényregeneráció a transzformált sejtvonalak- 

ból, a TR-Di;S markerek öröklődése

Az oktopin szintáz-pozitiv kiónok mindegyike hormon- 

autotróf volt,a regeneráló tipusu kalluszokról leválasz

tott hajtásokból nem fejlődött gyökeres növény; ezek a 

transzformált hajtások nem mutatta!: apikális dominanciát
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és az alapjukon gyökér helyett hormonautotróf kalluszt 

fejlesztettek /8. ábra/. A 101-es klón, amely a TL-űNS 

markereket nem, hanem csak a TR-DN3 markereket hordozta, 

gyökeres növényeket regenerált /4. ábra, с/. Mind a 32 

regenerált növény tartalmazott agropint és mannopint is.

8. Ábra: Teratóma hajtás, amely gyökerek helyett hor
monautotróf kalluszt fejleszt hormonmentes 

táptalajon.

Valamennyi regenerált növény kromoszómaszáma 40, vagy 

közel annyi /36-39/ volt, amely megfelel a tetraploid érték

nek. i.éhány tetraploid kromoszómaszámu növényt kiültettünk 

az üvegházba, ahol virágoztak és magokat is hoztak. Az agro-
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pint és a mannopint tart almas ták a gyökérben, a levélben 

és a virágokban is. A vad-tipusu diploid növényektől morfo

lógiailag alig tértek el. A növény és a virágok valamivel 

nagyobbak voltak /9. ábra/, de ugyanakkor a toktermés ki

sebb volt a gyenge magkötés miatt. A magkötés a vad-tipus- 

hoz képest ötször gyengébb volt, ennek megfelelően a magok 

nagyobbak voltak. Kém kaptunk magot, ha a transzformált nö

vényekkel poroztuk be a vad-tipusu diploid növényeket, for

mális mennyiségű magot nyertünk azonban a transzformált nö

vényeken, ha vad-tipusu diploid növényekkel poroztuk be azo

kat. Ezeknek a magoknak a csirázási erélye csak 5-15 % volt, 

szemben az önbeporzásból nyert magok 95-100 %-os csirázási 

erélyével.

9. ^.bra: A 101.-es sejtvonalból regenerált 12-es számú 

növény. Minden részében agropint és mannopint 
tartalmaz.



38

Ugyanezek a morfológiai és termékenységi eltérések jel

lemzők a nem transzformált tetraploid N. plumbaginifolia nö

vényekre is, amelyeket szövettenyészetből regeneráltak.

A transzformált növények felülfertőzhetők voltak. Az LBA 4013 

törzzsel beoltva hormonautotróf, oktopin szintáz-pozitiv, ag- 

ropint és mannopint tartalmazó tumorszövet fejlődött rajtuk.

Az önbeporzásból és a keresztezésből nyert magok egy 

részét steril körülmények között csiráztattuk, majd a csira

növényeket elkalluszositottuk, más részét üvegházban csiráz

tattuk. A csiranövényeket, illetve a kalluszokat analizáltuk 

agropinra és mannopinra. A táptalajon nevelt kalluszokban 

az agropin és a mannopin koncentrációja sokkal nagyobb volt, 

mint az üvegházi anyagban, feltehetően azért, mert a glükóz 

mint prekurzor /Pirmin és Fenwick, 1978/ nagy mennyiségben 

rendelkezésre állt. Az üvegházban nevelt csiranövényekben 

olyan vegyületek is voltak, amelyek zavarták az agropin és 

mannopin kimutatását. Ezért elkalluszositott csiranövények- 

kei dolgoztunk tovább.

Az önbeporzás utján nyert nemzedékben 3:1 hasadást, mig 

a keresztezésben közel 1:1 hasadást kaptunk /6. Táblázat/.

6. Táblázat: Agropin és mannopin a 101-es sejtvonalból 

regenerált növények utódaiban.

Vizsgált csira- Agropint és manno- 

növény, db
nemzedékek

pint tartalmaz, /j

10l/l3a önbeporzás 

101/15 önbeporzás 

101/16 önbeporzás 

101/13 x vad-tipus^3

71205
76111
78105
4340



39

a10l/l5 = A 101-es sejtvonalbcl regenerált 13. számú 

növény;
^Vad-tipusu diploid J plumbapinif öli a.

5.5 A T-DN3 szerkezetének vizsgálata a 101-es

sejtvonalban DhS-Dl;3 molelculáris hibridizá

cióval

A 101-es sejtvonal csak T..I-D15 markereket hordozott, fel

tehetően tehát nem volt benne TL-D13. Hogy ezt biz о nyit sül-:, 

Dho-OhS hibridizációval megvizsgáltuk, hogy mely T-D1I3 sza

kaszok varnak jelen. A szövetből JlS-t tisztitottunk, amit 

ke oki restrikciós endonukle ázzál hasítottunk. A DII3 fragmen

ts. :et elektroforetikusan elválasztоttuk agaróz gélben, majd 

denaturálás után nitrocellulóz filterre kötöttük. Próbaként 

a pliAch5 tumorindukáló-plazmid T-régiójának klónozott és 

P-ral jelelt fragmentjeit használtuk.

I.egativ kontrollként vad-tipusu növényekből izolált DhS-t 

használ tun.:. A hibridizáció belső kontrollja egy olyan keve

rék volt, amely keoki enzimmel emésztett vad-tipusu növényi 

és BamHI enzimmel hasitott pG-VG153 plazmid DhS-ből állt.

A keverési arány megfelelt annak, mintha а I . nlumbaginifolia 

haploid genomjában a pGVG153 egy kópiában fordulna elő.

A pG-70153 plazmid /1. Táblázat/ a IL-JI.3 bal felét tartalmaz

za /10. ábra/.
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10. АЪга: A pTiAch5 Ti-plazmid T-régió jának fizikai térképe, amelyen a BamHI, 
az Вс о Rí és a Hindii! restrikciós endonukleázok hasitóhelyei vannak 

föltüntetve /а/. A térkép fölött a prédaként használt klónozott frag
mentek vannak kiemelve a plazmidok nevével. A térkép alatt /Ъ/ a 101-es 

sejtvonalban azonosított T-DKS látható. C és D a TR-régiót határoló 25 

bázispár hosszúságú határszekvenciák viszonylagos helyzete a fizikai 
térképen. A T-DbS határai a vonalazott szakaszokon helyezkednek el.
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Ha a pG-70153 plazmidot használtuk próba DKS-ként, 

kor nem kaptunk hibridizációt /11. ábra/. TL-ЩЗ bal felé

nek megfelelő szekvencia tehát nem fordul elő sem a vad-ti- 

pusu, sem a 10i-es sejtvonalban.

A pű-70120 plazmid /1. Táblázat/ a TR-régiót fedi át 

/10. ábra/. A rádióaktiv próba két hibridizáló sávot hivott 

elő /11. ábra/. Az egyik mérete alapján megfelel a TR-régió 

leоRí 12-es belső fragmentjének /10. ábra/. A másik frag

ment mérete kb. 2,45 kilobázis.

A pG7C201 plazmid /1. Táblázat/ a TL-régió jobb és

ak-

a TR-régié bal felét fedi át /10. ábra/, lnnék megfelelően 

ez is előhivta az 5,30 kb. nagyságú IcoRI 12-es fragmentet 

/11. ábra/. Hibridizált továbbá egy kb. 0,60 kilobázis nagy

ságú fragment, amely feltehetően a TR-0i;S növényi DilS szek

venciához zapcsolt baloldali határának felel meg. A 2,45 

kilobázis nagyságú hibridizáló fragment viszont a TR-ЩЭ

növényi ÖRS szekvenciához kapcsolódó jobboldali határa le

het /10. ábra/. A DITS-OHS molekuláris hibridizáció és az 

agropin szintetizáló képesség révén azonosított T-OI.'3 a 

10. ábrán látható /Ъ/.
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6. MEGVITATÁS

Az agrobaktériummal transzformált sejtek hormonauto- 

trófiája egy természetes, domináns, szelektálható marker.

Ez volt az alapja az egysejtes transzformációs rendszerek 

kifejlesztésének Mcotiana tabacum /Márton et al 

Petunia /Jia et al 

vényekben. A hormonautotróf kolóniák szelekciója révén hap

loid és diploid bicotiana olumbaginifolia protoplasztokból 

egyaránt nagyszámú transzformált sejtvonalat kaptunk. Az 

agrobaktérium kezelés megnövelte a protoplasztok osztódási 

gyakoriságát azokban a táptalajokban, amelyek a növényi hor

monokat nem optimális mennyiségben tartalmazták. Különösen 

szembetűnő volt ez a hatás a csak auxint tartalmazó táptalaj

ban, de csali a virulens, Ti-plazmidot hordozó, baktériumok 

esetében. Itt ugyanis a virulens baktériumokkal történt keze

lés után a protoplasztok nagy gyakorisággal osztódtak és ko

lóniákat képeztek. A protoplasztok a sejtosztódáshoz szüksé

ges citokinineket feltehetőleg a baktériumoktól kapták. Cito- 

-cininek szabadulnak föl a degradálódó transzfer RKS-ekből is 

/(Jherayil és Lipsett, 1933; Palni és Horgán, 1983/, de a vi

rulens tlrzsek aktiv citokinin kiválasztást mutatnak /Weiler

1981/. A baktériumok eltávolitása után a sejtek tartós 

osztódását a transzformált sejtek citoKinin túltermelése biz

tosíthatta /Ooms et al., 1981/.

A növényi sejtek kompetenciája a transzformációra át

meneti jellegű. Kalanchoe növényeken ez a sebzési válasz

1979/,
1983/ és Hyoscyamus /Hanoid, 1983/ nö-

• 9

* 9

et al • 9
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során az első mitózishullám előtti periódus /Braun, 1962/. 

Hasonlóképpen a í,. tabacum protoplasztok is az első osztó

dás előtt a legfogékonyabbak a transzformációra /Márton et 

1979/. A sejtfal regenerációján kivül /Márton et al

1983/ hangsú

lyozták az aktiválódott sejtciklus egyéb folyamatainak fon

tosságát is /Fizoozabady és Galbraith, 1934/. kísérleteink

ben frissen izolált prof oplasztokat használ tunic, amelyek az 

inkubációs periódus alatt a sejtfalukat legalábbis részben 

regenerálták. Ugyanakkor ismert az is, hogy a I. plumbagini- 

folia protoplasztok sejtciklusa nagymértékben szinkronban 

van és a sejtek többsége az izolálás utáni 20. órában belép 

az 3 fázisba, a DNS szintézist megkezdi /Iiagnien és Uevreux, 

1980/. A sejtciklus aktiválódásában az auxinoknak az első 

pillanattól kezdve sokrétű szerepe van /Mayer és Cooke,

1979; kahl, 1982/, mig a citokininek fontossága a mitotikus 

apparátus képződésekor kerül előtérbe /Jouanneau és Harsac, 

1973/. Ízzel van összhangban az, hogy az egysejtes transz

formációs rendszerünkben a tápoldatban az auxin/citokinin 

arány növelésével párhuzamosan nőtt a transzformáció gya

korisága. Végső soron a tápoldatban az auxin/citokinin a- 

rány, a baktériumokból felszabaduló növényi hormonhatásu 

anyagok által módosítva, hatott a sejtciklus aktiválódására 

és ezen keresztül a transzformáció iránti fogékonyságra, 

l.cvényi hormonoknak a tumorfejlődésre gyakorolt hatását vizs

gálva korábban csak vagy nem specifikus, vagy paradox hatá-

al • 9 • 9

1979; Wullems et al 1981a; Krens et al • 9• 9
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sokat észleltek /Bouckaert-Urban és Vendrig, 1981;

1985/, feltehetően azért, mert komplex volt 

a vizsgálati objektum /pl. izolált növényi szervek, vagy 

teljes növény/.

Az auxinoknak szerepe van a baktériumok virulenciájában

1984/, és indol-3-ecetsav növényi hormon 

szintéziséért felelős géneket azonosítottak egyes agrobak- 

térium törzsek Ti-plazmidjának virulencia régiójában /Liu 

1982/. Más virulencia gének pedig auxin hatására 

aktiválódnak /С.1. Kado, Univ. of California; személyes köz

lése/.

Krouda et al • 9

is /Chernin et al • 9

et al •»

A körülmények kontrollálhatóságán kivül az egysejtes 

transzformációs rendszer jellemzője, hogy minden egyes transz

formáit klón egyetlen sejtből ered, tehát tanulmányozhatók 

az egyedi transzformációs események. I.icotiana tabacum 

fajban a transzformánsokban a TL-DK3 markereket 

monautotrófiát és az oktopin szintázt - vizsgálták és meg

állapították, hogy az oktopin szintáz gén és a hajtásregene

ráció gátlása, sőt a hormonautotrófia is, egymástól függet

lenül, nem minden sejtvonalban fejeződik ki /Márton et al 

1979/. A TR-DES-t mindeddig csak kevés klónozott tumorvonal

ban találták meg /Thomashow et al 

1984/, ezért nem volt lehetőség a viselkedését tanulmányozni. 

Az általunk vizsgált transzformált sejtvonalak között olya

nok is voltaic, amelyek a TL-DKS markereken kivül TR-DES mar

kereket is hordoztak:. Sőt egy olyan sejtvonalat is találtunk,

a hor-

• 9

1980; Nester et al• 9 • 9
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amely csal: TR-DNS markereket hordozott. A TL-DNS markerektől 

függetlenül nem mindig fejeződött ki mindkét TR-DKS marker.

Az agropin egyes sejtvonalakból hiányzott, amikor a mannopin 

jelen volt a transzformált szövetben. Ez nincs ellentmon

dásban azzal, hogy az agropin vaiószinüleg mannopinból szin- 

tetizálódik /Ellis et al

sejtvonalat egy olyan mutáns Ti-plazmiddal kapták, amelynek 

a teljes IL-régiója hiányzott /Leemans et al 

1,. tabacumban az egyes T-DNS markerek expressziójának hiánya 

egyes esetekben az adott T-DKS szakasz hiányának /Ooms et al., 

1932/, más esetekben a jelenlevő gén metiláció révén bekö

vetkezett inaktivációjának /Van Slogteren et al 

a következménye. Agropint nem, csak mannopint tartalmazó tu

morvonalakat sikerült növényen kiváltott tumorokból is elő

állítani. Ez azt mutatja, hogy az agropin hiányos sejtvona- 

iak megjelenése nem kizárólag az egysejtes transzformációs 

rendszer jellegzetessége. A növényen kiváltott tumorok adott 

esetben nem tumoros, sőt nem transzformált sejteket is tar-

1984/. Az egyetlen ismert ilyen•»

1983/.• 9

1984/ volt• 9

talmazhatnak, de mindig több transzformált sejt burjánzásából 

jönnek létre /Ooms et al 1932/; ezért kezdetben minden tu

mormark er kifejeződik bennük. Az egysejtes transzformációs 

rendszerekben az egyes transzformációs események különböző

sége nem mosódik össze.

Lényegében ugyanezeket a következtetéseket vonhattuk 

le a leucinopin-tipusu baktériumokkal transzformált sejt

vonalak esetében is, ahol a tumormarkerek közül csak a hor- 

monautotrofiát, az agropint és a mannopint vizsgáltűk. Ebből

• 9
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az is következik, hogy az agropin bioszintézise a leucino- 

pin-tipusu és az oktopin-tipusu transzformánsokban azonos 

vagy nagyon hasonló módon történik.

A Kicotiana nlumbaginifolia sejtek és szövetek jellem

ző viselkedése hormonmentes körülmények között az embrió

képzés és a hajtásregeneráció volt. Habituált sejtvonal, 

vagyis hormonautotróf kallusz csak igen kis gyakorisággal 

jelent meg. A hajtásregeneráló készség olyan erős volt, hogy 

a nem transzformált sejtkolóniák egy része túlélt a szelekció 

során. így lehetséges, hogy sikerült szelekciós rendszerünk

ben, amely a transzformált sejtek hormonautotrófiáján alapul, 

egy nem hormonautotróf transzformált sejtvonalat találni.

Ez az agropint és mannopint tartalmazó /TR-DNS markerek/ 

sejtvonal gyökeres és virágzó növényeket regenerált, ame

lyek fogékonyak voltaic agrobaktérium fertőzésre. A gyökér

fejlődést gátló, a TL-Dl.S-en lévő 4-es gént teszik felelőssé 

a felülfertőzhetőség gátlásáért /Wullems et al 

A regenerált növények normális megjelenése és fogékonysága 

arra utalt, hogy nincs bennük TL-DN3. DNS-DNS molekuláris 

hibridizációjával sikerült bebizonyítani, hogy a TL-DNS való

ban nincs jelen. A transzformált sejtekben csak TR-DNS szek

venciákat találtunk. A hibridizációs kép egyszerűsége arra 

utalt, hogy a TR-DNS csak egyetlen kópiában van jelen. Már 

korábban is föltételezték, hogy a TR-DNS a TL-DNS-től füg

getlenül képes integrálódni a növényi DNS-be. Ezt azzal a 

Ti-plazmiddal támasztották alá, amely nem volt képes tumort 

indukálni, mivel a teljes TL-régiója hiányzott, de az általa

1981b/.• 9
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fertőzött szövetekben agropint és mannopint találtak /Leeraans 

1982/. Kísérleti bizonyítékot szolgáltattunk arra, 

hogy a pTiÁchő oktopin-tipusu Ti-plazmid TR-régiója akmor 

is képes volt függetlenül integrálódni a növényi DKS-be, ha 

a TL-régió is jelen volt és ép volt. A transzformáció gya

korisága tehát nagyobb, mint a hormonautotróf sejtvonalak 

gyakorisága.

Az agropin és a mannopin szintetizáló képesség a többi, 

eddig vizsgált T-DK3 markerekhez hasonlóan öröklődött 

/Otten et al

et al •»

1981b; V/östemeyer et al 

1984/. Tetraploid növényeinkben a 3:1 hasadás az cnbeporzás 

után és az 1:1 hasadás a vad-tipusu növénnyel való kereszte-

1981; V.'ullems ez al• > • 9 • *

zésben azt mutatta, hogy a TR-D13 csak egyetlen kromoszómán 

van jelen.
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7 ÖSSZEFOGLALÁS

Létrehoztunk: egy hicotiana plumbaginifolia - Agro-

bacterium turaefaciens egysejtes transzformációs rendszert, 

amelyben a szelekció alapja a transzformált sejtek hormon- 

autotrófiája volt. A transzformáció gyakoriságát a hormon- 

autotróf kolóniák számával becsültük. Növekvő auxin/cito- 

kinin arány a tápoldatban növekvő transzformációs gyakori- 

sághoz vezetett. Frissen izolált haploid és diploid proto- 

plasztokat egyaránt lehetett transzformálni. A virulens ok- 

topin- és leucinopin-tipusu tumorinduicció-plazmidot hordozó 

baktériumokkal történő kezelés után a N. plumbaginifolia 

protoplasztok citokininmentes, csak auxint tartalmazó táp

oldatban is osztódtak. Nem minden transzformált sejtvonal 

mutatta az összes tumormarkert; nem minden transzformációs 

esemény vezetett hormonautotrófiához. Bebizonyítottuk, hogy 

az oktopin-tipusu Ti-plazmidok T-régiójának jobboldali 

szegmentje, a TR-régió a baloldalitól függetlenül is képes 

volt integrálódni a növényi genomba és Kendeli módon örök

lődött. Az agropin bioszintézise az oktopin-tipusu /TR-DNS 

gének irányítása alatt/ és a leucinopin-tipusu baktériumok

ban azonos, vagy nagyon hasonló utón szintetizálódik, mivel 

mindkét tipusu transzformánsok között előfordult, hogy 

a mannopin mellől hiányzott az agropin. Ezek az eredmények 

alátámasztják a pTiAch5 Ti-plazmid TR-régiójánalc alkalmas

ságát egy újabb növényi génbeviteli vektor kifejlesztésére, 

mert várható, hogy a megfelelően módosított TR-DNS-be beépi-
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tett gének stabilan integrálódnak a növényi Ji.S-be anélkül, 

hogy a növényregenerációt zavarnák.
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8 FÜGG-ELLK

RM táptalaj dohány tenyésztéshez /Hurashige és 

Skoog, 1962/

Türzsoldatok: 5Bemérés 1 dm -re
RM-I

6,60 

7,60 

1,76 

1,48 

0,68

ш4ш3 g

KN03

GaGl2*2H20

MgS04*7H20

KH2P04

g

g

g

g

Aí-i-II

BeS04*7H20 

IIa„EDTA* 2HoO

5,57 g

7,45 g2 2
Ari—111

0,62

2,23

0,86

H,B0^ 5 5 g

MnSO4*4K20 g

Zn304.7H20 g

KJ 83 mg

Na2Mo04»2H20

Cu804*5H20

CoG12*6H20

25 mg

2,5 mg 

2,5 mg

A táptalaj összeállítása: 1 dm3-hez kell 250 cm^ 

Ari-II, 10 cm5

BM-I, 5 cm3

Rli-III, 30 g szaharóz és 7 g Bacto Agár /Difco 

ЪаЪ/. A pH-t 5,8-ra állítjuk, majd kuktában 20 percig steri

lizáljuk.
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K-j táptalaj protoplaszttenyésztéshez /llaliga, 1983/

Bemérés 5 dm''Komponens 2-szeres Koncentrációjú 

oldathoz

k:;ű5

CaCl2•2H90

кы4ш5
Iig304.7H20 

haH2104* 2H20

/:.H4/2s°4
KnSO.•4H20

h^bo^
ZnS04*7H20

I.ikotinsav

Piridoxin'Hol

24,0 g
8,8 g
2,5 g
2,5 g
1,5 g
1,3 g

100,0

30,0

23,0

mg

mg

mg

10,0 mg

10,0 mg

Tiamin*KCl 100,0 mg

m-Inozit 1,0 g
D-Xylóz 2,5 g

3RM-II oldat 50,0 cm

la2IioO. • 2K20 2,40

7,50

0,25

0,25

mg

KJ mg

CoCl2*6H2C

Cu304*5H20

mg

mg

A táptalaj összeállitása: a kétszeres töménységű törzs
oldathoz 0,4 M végkoncentrációnak megfelelő mennyiségű sza- 

harczt adunk, a hormonokat vizes torzsoldatból adagoljuk, 
majd desztillált vizzel feltöltjük-: a végtérfogatra. A pH-t

•z
5,3-ra állítjuk, majd 50-200 cm/-es részletekben kuktában 

20 percig sterilizáljuk.
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